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摘　要 : 以海洋底栖硅藻新月菱形藻 MMDL533作为模型污损物种 ,利用显微镜 2图像分析软件、平行平板流动装置测定了
其在羟基化玻璃表面及改性玻璃上的附着性质。研究表明 ,环境温度为 20℃时 ,新月菱形藻 MMDL533在羟基化玻璃表面
的附着量最大 ,在 1 h的接触时间后达到 87 ±9 /mm2 ;同时 ,其附着量随着接触时间延长而变大 ,并在 3 h后达到一个较为稳
定的值 (110 ±15 /mm2左右 ) ;当用水流冲刷后细胞的移除率来表征细胞在特定表面的附着强度时 ,新月菱形藻 MMDL533
的附着强度随着表面接触角逐渐增大 ,并在 80°左右达到最大值 ,然后呈下降趋势。
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Abstract: The settlement and adhesion of marine benthic diatom N itzschia closterium MMDL533 were studied on the fresh and cleaned
glass slides ( bearing hydroxyl group s) and a series of the fresh cleaned glass slides treated by silane surface chem istry to p roduce a
self2assembly monolayer ( SAM). Upon surface adhesion under different conditions, the diatom attached the surfaces were subjected to
shear flow from a parallel p late flow apparatus to assess the strength of surface adhesion. The results showed that the diatom settlement
on the surface of the hydroxyl2slides was temperature and time dependent, as expected. Interestingly, however, the strength of surface
adhesion was also time dependent. After 7 hr surface attachment, there were clearly signs of sp litting of surface attached diatom s, show2
ing the growth under the experimental conditions. It was also found that the surface adhesion of N itzschia closterium MMDL533 was the
strongest at the contact angle around 80, and that away from this region the resistance to detachment by the wall shear stress showed a
clear trend of decrease. This trend was clearly different from other diatom s such as Am phora coffeaeform is var. purpusilla, showing that
both surface p roperties and diatom types could affect the surface adhesion.




最终形成复杂的污损生态群落 [ 1, 2 ]。硅藻和细菌是生物
膜中两种主要的污损微生物 ,在水下可见光照范围内的
生物膜中 ,硅藻的比例尤其较高 [ 3 ]。生物膜中硅藻的种
类、密度和性质可以影响多种无脊椎污损物种的变形时









3 收稿日期 : 2009203212,修订日期 : 2009207206
　基金项目 :中国石油大学 (华东 )生物工程与技术中心专项基金
　作者简介 :李　燕 (19802) ,女 ,河南省洛阳市人 ,博士研究生 ,主要从事海洋生物在固相表面附着过程的研究 , E2mail: yanli_chem
@ yahoo. com. cn
　通讯作者 :吕建仁 , E2mail: lujr@upc. edu. cn
128　 海 　洋 　环 　境 　科 　学 第 29卷







菱形藻 (N. closterium ) MMDL533。新月菱形藻为底栖羽
纹硅藻 ,是中国近海的常见污损藻种 ,其在固相表面的附
着能力中等。培养用陈海水取自胶州湾。所用培养基为
添加硅元素 (Na2 SiO3 ·9H2 O, 20 mg/L )的 F /2培养基。
将处于对数生长期的藻种接种于装有 100 mL无菌 F /2
培养基的 250 mL三角瓶中 ,接种密度 5 000 /mL,置于光
照培养箱中培养 ,每天轻轻摇动三角瓶 3～4次。培养光





藻细胞轻轻剥离 ,悬浮在灭菌海水中。然后 3000 r/m in




最后将藻悬液密度调整至 7. 5 ×104 /mL,其叶绿素浓度约




普通载玻片裁成直径为 2. 5 cm的圆形 , 5%中性 Decon溶
液超声 10 m in,纯水冲洗干净 ,吹干。然后浸入 Piranha
[浓 H2 SO4 (98% ) ∶30% H2O2 = 7∶3 ]溶液中在 95℃保持
1 h,大量超纯水冲洗干净备用。改性玻璃是利用羟基化
玻璃的硅烷化反应 ,在羟基化玻璃上引入 2COOH和 2CH3
基团 ,调节两种基团在玻璃表面的比例 ,得到润湿性不同




固定后的样品置于倒置显微镜 (Leica dm i 3000B )下
观察。选取离样品圆心半径为 1 cm的中心区域进行测
试 ,以消除操作时对样品边缘造成的影响。物镜倍数 10
×,在所选区域平均取 10个视野进行计数 (分析软件 ,
Qwin V3) ,视野大小为 1. 23 ×0. 92 mm,取其平均值作为
细胞附着量参数。
1. 5　硅藻附着的温度效应
将 20 mL藻悬液一次加入底部平铺了 3片玻片的 92
cm培养皿 (前期实验证明这种条件下细胞在玻片上的附
着分布均匀 ) ,避光条件下分别在 5℃、10℃、15℃、20℃、
25℃、30℃下保持接触 1 h。取出玻片在海水中轻轻前后
振荡数次除去未附着细胞 ,放入固定液 (用灭菌海水配制
的戊二醛溶液 ,浓度 2% )进行固定 ,接着去离子水脱盐 ,
冲洗 ,晾干 ,镜检计数。
1. 6　硅藻附着的时间效应









时间和温度 ,利用上述方法进行附着试验 ,每个 92cm培
养皿中平铺 6片待测玻片。一定时间后 ,取其中三片进
行固定计数作为对照组 ,另外三片置于附着装置中接受
















间为 1 h,硅藻的附着密度随温度升高而升高 ,并在温度
为 20℃时达到最大吸附量 ( 87 ±9 /mm2 )。模型藻株新
月菱形藻 MMDL533的最适生长温度为 20℃ (试验数据未
在本文提供 )。温度对模型硅藻在羟基化玻片表面附着
的影响反映出新月菱形藻 MMDL533附着过程在一定程




Fig. 2 Mean number of diatom bound at various temperatures
2. 2　硅藻附着的时间效应
如图 2所示 ,伴随接触时间延长 ,硅藻在玻片上的附
着密度逐渐变大。当接触时间大于 3 h,硅藻附着量趋于
稳定 ,但在接触时间为 7 h时 ,硅藻附着数量又明显升高 ,






液中的细胞全部“落 ”在玻片上。然而 ,图 2显示的实验
结果却并非如此 ,而是玻片上细胞数量随时间延长迅速




生命过程 [ 10 ]。到达表面的细胞和表面间存在一个微弱的
相互作用 ,能够导致细胞的初始附着。在初始附着阶段 ,
硅藻细胞通过 EPS (胞外聚合物质 , extracellular polymeric
substance)维持与固相表面的暂时接触 ,并驱动细胞在固




Fig. 3 Time course of diatom adhesion at 20℃
2. 3　硅藻附着强度的测试
当硅藻细胞与固相表面接触时间小于 4 h时 ,附着的
硅藻细胞在 12. 3 Pa水流剪切力作用下 2 m in就可完全被
移除 (数据未报道 ) ;随着细胞与固相表面接触时间的延
长 ,冲刷后玻片上硅藻的移除率明显变小。当接触时间





包覆细胞并将细胞粘附在表面 ,其过程不可逆 [ 10 ] , EPS与
表面之间的作用愈来愈牢固 ,难以除去。在本文的实验
中 ,当初始接触时间小于 4 h,玻片上的细胞可能处于初
始附着状态 ,易被水流冲刷除去。而当接触时间大于 4 h
时 ,细胞进入永久附着阶段 ,附着强度变大 ,移除率逐渐
变小 ,当接触时间为 7 h时 ,仅有 60%的细胞被水流除去
(图 4)。
图 4　水流冲刷后细胞的移除率随接触时间的变化
Fig. 4 Effect of increasing contact time on strength of adhesion
of N. closterium MMDL533 cells





DL533所需的流体条件为约 4. 6 Pa壁剪切力作用 2 m in。
文献报道 ,在保持同样的接触时间 5. 5 h,移除一半附着
在玻璃上的咖啡型双眉藻 (Am phora coffeaeform is var. pur2








能力较强的硅藻 [ 11 ]。




明 ,在实验的表面润湿性范围 (超纯水 , 53. 97°～99. 61°)
内 ,保持相同的接触时间 5. 5 h,流体作用时间 2 m in,细胞
移除率随着水接触角增大而降低 ,在接触角为 80°左右达
到最低值 60% ,此时细胞在表面的附着最为牢固 ;随着接
触角继续变大 ,移除率随之变大并在 99. 61°时达到最大
值 80% ,此时细胞附着强度最小 (图 6)。尽管每次实验
得到的数据没有完全相符 ,但是所得到的实验数据显示























的新月菱形藻 MMDL533细胞所需的流体条件约为 4. 6
Pa剪切力作用 2 m in。
在本文的考察范围内 ,新月菱形藻 MMDL533在接触
角 80°左右的表面附着强度最大 ,而在接触角从 80°变大
或者变小时 ,附着强度呈下降趋势。
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